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RESUMO 
 

Para contribuir com o desenvolvimento de estratégias de diagnóstico da Mancha Branca no 
Brasil, no presente estudo foi padronizada a utilização da hibridização in situ (ISH) para a detecção 
do vírus da mancha branca (WSSV) em camarões Litopenaeus vannamei, coletados em fazendas do 
litoral de Santa Catarina no período de dezembro de 2006 a fevereiro de 2008. Os resultados foram 
comparados com aqueles obtidos por outras estratégias de diagnóstico, como a Reação em Cadeia 
da Polimerase de dois passos (PCR nested), PCR em Tempo Real, Dot e Slot Blot e a análise 
histopatológica. A PCR em Tempo Real mostrou ser a metodologia mais sensível, sendo capaz de 
detectar até 3,55 cópias virais/µl, enquanto pela PCR nested foram detectadas até 3,55 x 105 cópias 
virais/µl e pela técnica de blotting até 2x1017 cópias. A ISH foi capaz de detectar o WSSV em animais 
com carga viral entre média a alta, mas que não apresentavam sinais clínicos da doença. O grau de 
severidade da infecção refletiu a carga viral quantificada pela PCR em Tempo Real, já que nas 
amostras com carga viral alta, foi observado um número maior tanto de tecidos atingidos, como de 
células marcadas, em comparação com as amostras com carga viral moderada. Cada metodologia 
apresenta vantagens e desvantagens, as quais devem ser avaliadas frente ao perfil e à situação 
sanitária de um dado estabelecimento. A hibridização in situ, associada a outras metodologias, pode 
contribuir para o diagnóstico mais preciso da doença e auxiliar no monitoramento dos cultivos de 
forma mais eficiente.  
 

 

 

 



ABSTRACT 
 
 

Detection of White spot vírus (WSV) in Litopenaeus vannamei by diagnostic molecular 
methods: in situ hybridization and Real-Time PCR 

 
In order to contribute to the development of diagnostic strategies for the White Spot Syndrome in 
Brazil, we standardized the in situ hybridization (ISH) method for the detection of White Spot 
Syndrome Virus (WSSV) in Litopenaeus vannemei harvested from farms in the coast side of Santa 
Catarina, from December 2006 to February 2008. Besides the standardization of this method, the 
results obtained through ISH were compared to the results obtained through other diagnostic 
molecular methods - e.g. nested PCR, real-time PCR, dot and slot blot and histopathology analysis. 
The real-time PCR was the most sensitive one, since it detected as low as 3.55 viral copies/µl, while 
through nested PCR and blotting methods was only possible to detect 3.55 x 105 copies/ml and 2x1017 
copies/µl, respectively. The ISH method was able to detect WSSV in animals with moderate and high 
viral load but with no clinical signs. Furthermore, there was a good correlation between the results 
obtained with ISH and the viral load quantified by real-time PCR, since high viral load samples 
presented a higher number of affected tissues and positive cells than moderate viral load samples. 
Each methodology has advantages and disadvantages, which must be evaluated according to the 
farm sanitary profile and situation. The in situ hybridization method associated to other methodologies 
can contribute to a more accurate diagnostic of the White Spot Syndrome and improve the cultivation 
monitoring. 
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1.  INTRODUÇÃO GERAL 
 
1.1  Breve histórico da carcinicultura 

Dentre os setores produtores de alimento, a aqüicultura é, atualmente, o setor que apresenta 

o maior crescimento (SUBASINGHE, 2005). Segundo a FAO, em 1996 a pesca de captura 

representou 73% do total da produção pesqueira mundial, enquanto a aqüicultura contribuiu com 

apenas 27%. Já em 2006, a pesca de captura representou 58% da produção mundial e a aqüicultura 

42%. A exploração indiscriminada do estoque pesqueiro natural e a crescente diferença entre a 

quantidade de pescado capturado e a demanda de consumo, tornaram a aqüicultura uma das 

alternativas mais viáveis para a produção de alimento de alto valor protéico (CAMARGO; POUEY, 

2005). Entre os diversos segmentos da aqüicultura, o cultivo de camarão – a carcinicultura – vem 

ganhando cada vez mais destaque. Conforme dados da FAO, em 1997 a produção mundial de 

crustáceos era de 1.197.097 toneladas, passando a 4.454.974 toneladas em 2006.  
A carcinicultura moderna nasceu na década de 30, quando cientistas japoneses iniciaram os 

trabalhos de larvicultura com Penaeus japonicus. No entanto, somente nas décadas de 70 e 80, 

quando pescadores e larvicultores começaram a abastecer os criadores com grande quantidade de 

juvenis, a produção de camarões cultivados começou a se desenvolver rapidamente (ROSENBERRY, 

1992 apud ANDREATTA; BELTRAME, 2004). 

Uma das contribuições de maior importância da carcinicultura brasileira para a sócio-

economia de suas zonas de intervenção é a sua capacidade de gerar emprego permanente, 

beneficiando as populações locais mais carentes do meio rural. Ao longo da cadeia produtiva do 

camarão cultivado são gerados diversos empregos diretos e indiretos, seja na parte de laboratório, 

nas fazendas ou, ainda, no processamento (ROCHA, 2003). 

A introdução do camarão branco do pacífico, Litopenaeus vannamei, no Brasil ocorreu na 

década de 80, porém somente a partir de 1992 é que os cultivos começaram a se popularizar, após 

ter sido constatado que os níveis de produtividade obtidos com essa espécie eram sistemática e 

significativamente superiores aos obtidos com qualquer uma das demais espécies cultivadas até 

então no país (BORGHETTI; OSTRENSKY; BORGHETTI, 2003). A introdução e a utilização do L. 

vannamei em cultivos comerciais foi realmente um fator revolucionário para a carcinicultura brasileira; 

de 7.250 toneladas em 1998, a produção de camarões no Brasil passou a 15.000 toneladas em 1999 

(crescimento superior a 100%), atingindo 60.128 toneladas em 2002 e 90.180 toneladas em 2003 

(ROCHA, 2002, 2007; BORGHETTI; OSTRENSKY; BORGHETTI, 2003). Porém, em 2004 a produção 

caiu para 76.000 toneladas e de 2005 até 2007 manteve-se em torno de 65.000 toneladas por ano 

(ROCHA, 2007). Essa queda na produção de camarões entre 2004 e 2007 ocorreu principalmente 

devido à incidência de enfermidades que afetaram os cultivos. 

Em Santa Catarina a introdução da espécie L. vannamei ocorreu no ano de 1998, e os 

excelentes resultados obtidos motivaram a elaboração do Programa Estadual de Cultivo de 

Camarões Marinhos, lançado no município de Laguna, em maio de 1999 (COSTA; ANDREATTA; 

GRUMANN, 1999).  
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O grande potencial reprodutivo, a curta duração dos cultivos e os altos preços do produto no 

mercado mundial constituem aspectos positivos para o investimento na criação de peneídeos. Porém, 

essa atividade tem se caracterizado como negócio de alto risco, mesmo com os índices positivos 

registrados.  

O surgimento de enfermidades no Equador, na China e Taiwan teve conseqüências 

catastróficas, e as diversas viroses continuam gerando perdas econômicas. Além disso, o 

desenvolvimento do cultivo de camarões promoveu a destruição de grandes áreas de manguezais, 

salinização de áreas de agricultura e a poluição orgânica de estuários. Foi necessário reduzir as 

áreas de cultivo, limitar a densidade dos animais nos viveiros e, em muitos casos, abandonar a 

atividade (ANDREATTA; BELTRAME, 2004). 

Em Santa Catarina, a safra de camarões 2004/2005 prometia bater recordes de produção, 

produtividade, geração de empregos e receita. Incentivado pelo apoio do governo estadual, o setor 

especializava-se constantemente, deixando otimistas produtores, técnicos e as comunidades 

adjacentes às fazendas. No entanto, em novembro de 2004 começaram a ocorrer as primeiras 

mortalidades, no sul do estado, na região do Complexo Lagunar, em fazendas da região da Pescaria 

Brava (Laguna) e Imaruí. Amostras coletadas na região e enviadas para dianóstico realizado na 

Universidade do Arizona (UAZ), onde se encontra um dos laboratórios de referência da Organização 

Mundial de Saúde Animal (OIE), foram diagnosticadas como sendo positivas para o vírus da 

síndrome da mancha branca (White Spot Syndome Vírus - WSSV) em 11 de janeiro de 2005.  A 

presença do vírus foi confirmada pela Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), no 

Laboratório de Biomarcadores de Contaminação Aquática e Imunoquímica, sendo o diagnóstico 

realizado em amostras recebidas em 15 de janeiro de 2005. As fazendas contaminadas foram 

cloradas e o repovoamento foi suspenso até setembro de 2005, promovendo-se o vazio sanitário.  

A ocorrência do WSSV provocou a diminuição súbita das atividades, gerando grandes 

prejuízos para a carcinicultura catarinense. Na safra 2006/2007, apenas três fazendas da região Sul 

obtiverem sucesso na produção de camarões, uma delas, inclusive, vitimada anteriormente pela 

Mancha Branca, mostrou sinais de recuperação, com ótimos resultados técnicos. No entanto, a 

produção da Região Sul ainda encontra-se bastante comprometida (MELLO; FARIAS, 2007). 

 

1.2  O vírus da Mancha Branca 
Os animais em sistemas de cultivo apresentam maior contato entre si, restrição de 

movimento, estando sujeitos muitas vezes à baixa qualidade da água, mudanças repentinas na 

salinidade, temperatura e oxigênio dissolvido, manipulação e transporte; fatores esses que promovem 

o estresse dos animais, podendo favorecer a ação dos agentes patogênicos (MISCIATTELLI; JONES; 

LATCHFORD, 1999). As fazendas e os viveiros são susceptíveis à invasão de protozoários, fungos e 

bactérias, mas as enfermidades causadas por vírus são as que provocam atualmente as maiores 

perdas e prejuízos para o setor (PÁEZ-OSUNA, 2001).  

Entre os múltiplos problemas virais descritos para camarões, o vírus da mancha branca 

(White Spot Syndrome Virus - WSSV) é o mais devastador e o mais difundido (WANG, Q. et al., 1999; 

TAPAY; NADALA; LOH, 1999). Desde 1992, a doença tem causado mortalidade na Ásia. Em 1995 o 
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vírus foi detectado nos Estados Unidos, e em 1999, na América Central e na América do Sul, onde 

causou consideráveis perdas sócio-econômicas (PÉREZ; VOLCKAERT; CALDERÓN, 2005).  

Um resumo cronológico dos relatos de surtos de WSSV em vários países produtores de 

camarão é apresentado na Tabela 1. 
 
Tabela 1: Cronologia dos surtos de WSSV em países produtores de camarão na Ásia e América.  

Ano do 
primeiro relato 

País Referência 

1992 Taiwan Chou et al. 1995 

1993 China, Japão, Coréia Zhan et al. 1998; Inouye et al. 1994; Park et al. 

1998 

1994 Tailândia, Índia, Bangladesh Lo et al., 1996a; Karunasagar; Otta; Karunasagar, 

1997; Mazid; Banu, 2002 

1995 Estados Unidos Lightner, 1996; Wang, Y.G. et al., 1999 

1996 Indonésia, Malásia, Sri 

Lanka 

Durand et al., 1996; Kasornchandra; 

Boonyaratpalin; Itami, 1998; Rajan et al., 2000 

1997 Vietnã Bondad-Reantaso et al., 2001 

1998 Peru Rosenberry, 2001 

1999 Filipinas, Equador, Colômbia, 

Panamá, Honduras, 

Nicarágua, Guatemala, 

Belize 

Magbanua et al., 2000; Bondad-Reantaso et al., 

2001; Hossain et al., 2001; Wu et al., 2001 

1999-2000 México Bondad-Reantaso et al., 2001 

2002 França, Irã Dieu et al., 2004 

2005 Brasil APHIS-USDA 2005 

Fonte: ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008. 
 
 

Inicialmente, pensou-se que diferentes agentes virais tivessem surgido simultaneamente em 

diferentes regiões, e a cada um foi dado um nome específico: Hypodermal and Haematopoietic 

Necrosis Baculovirus (HHNBV) (DURAND et al., 1996), third Penaeus monodon Non-occluded 

Baculovirus (PmNOB III) (WANG et al., 1995; KARUNASAGAR; OTTA; KARUNASAGAR, 1997), 

Rodshaped Nuclear Virus of Marsupenaeus japonicus (RV-PJ) (INOUYE et al., 1994; INOUYE et al., 

1996), Penaeid Rod-shaped DNA Virus (VENEGAS et al., 2000), Systemic Ectodermal and 

Mesodermal Baculovirus (WONGTEERASUPAYA et al., 1995; SAHUL-HAMEED et al., 1998) ou 

White Spot Baculovirus (CHOU et al., 1995; LIGHTNER, 1996). Mais tarde, com base em estudos 

moleculares, genéticos e filogenéticos, foi reconhecido que um único agente viral era responsável por 

estes casos. Finalmente, chegou-se a um consenso não-oficial de denominá-lo de White Spot 

Syndrome Virus (WSSV) - Vírus da Síndrome da Mancha Branca, ou ainda, White Spot Vírus (WSV) 

– Vírus da Mancha Branca.  
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As maneiras pelo qual o vírus é disseminado ainda não foram completamente investigadas. 

Entretanto, estudos têm demonstrado que a rápida dispersão de vírus exóticos pode ser atribuída a 

insetos aquáticos e aves marinhas, os quais atuariam como vetores (GARZA et al., 1997), bem como 

ao transporte internacional de pós-larvas e adultos infectados (LIGHTNER et al., 1997) e à 

importação de camarões infectados congelados, para utilização como isca para pesca desportiva, por 

exemplo (NUNAN; POULOS; LIGHTNER, 1998a). O uso desses camarões infectados tem sido 

apontado como o principal responsável pela disseminação do vírus da Mancha Branca.  

O vírus da mancha branca (WSSV) é um vírus envelopado, baciliforme (CHOU et al., 1995; 

WANG et al., 1995; WONGTEERASUPAYA et al., 1995), pertencente ao gênero Whispovirus e à 

família Nimaviridae (OIE, 2003). O envelope viral é uma estrutura lipídica trilaminar 

(WONGTEERASUPAYA et al., 1995; DURAND et al., 1997; NADALA; LOH, 1998). Rajendran e 

colaboradores (1999) investigaram o epitélio estomacal de animais experimentalmente infectados e 

observaram vírus em arranjos cristalinos ou dispersos pelo núcleo das células (Figura 1). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Microscopia 

eletrônica de transmissão de uma célula 
de L. vannamei infectado com WSSV, 
mostrando o núcleo da célula repleto de 
partículas virais em cortes transversais 
(VT) e longitudinais (VL), e a cromatina 
comprimida nas margens do núcleo (C). 
Fonte: WONGTEERASUPAYA et al., 
1995. 

 

 

O nucleocapsídio está localizado dentro do envelope e apresenta estrutura espiralada 

composta por subunidades de proteínas globulares (DURAND et al., 1997; NADALA; LOH, 1998). 

Quando liberado do envelope, o nucleocapsídio aumenta em comprimento, indicando que ele está 

comprimido dentro do vírion. O seu material genético é composto por DNA de dupla fita, sendo 

encontradas várias linhagens de vírus, que são extremamente virulentas e patogênicas para várias 

espécies de peneídeos e outros crustáceos (DURAND et al., 1997). 

 

1.3  Sinais clínicos e desenvolvimento da doença 
É de conhecimento geral de criadores e pesquisadores que várias espécies de camarões 

peneídeos infectados com WSSV apresentam manchas brancas de 0,5 a 3 mm de diâmetro no 

exoesqueleto (LO et al., 1996b; WU et al., 2001) (Figura 2). Porém, o mecanismo exato da formação 

das manchas ainda não é conhecido. É possível que a infecção por WSSV provoque disfunção do 

 

C 

VT 

VL 
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epitélio subcuticular do animal, resultando no acúmulo de sais de cálcio na cutícula (WANG, Y.G. et 

al.,1999). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Presença de manchas brancas na carapaça de um indivíduo de L. vannamei infectado com o WSSV. 

Fonte: LIGHTNER, 1996. 
 

Outros sinais clínicos da doença incluem coloração avermelhada do corpo e apêndices 

(LIGHTNER et al., 1998), anorexia (CHOU et al., 1995; DURAND et al., 1996; FLEGEL, 1997), 

letargia (WONGTEERASUPAYA et al., 1995; DURAND et al., 1997), fácil desprendimento da cutícula 

(LO, et al., 1996b), dilatação e coloração amarelada do hepatopâncreas (SAHUL-HAMEED et al., 

1998), diminuição da quantidade e problemas de coagulação da hemolinfa (WANG, Q. et al., 2000a; 

KIATPATHOMCHAI et al., 2001). 

Quando infectados, os camarões cultivados nadam de forma irregular próximo às bordas dos 

viveiros, apresentando os sinais clínicos um ou dois dias antes do surgimento da primeira mortalidade 

(KOU et al., 1998). A mortalidade em massa pode ocorrer dentro de até dez dias após o início da 

manifestação da doença (KARUNASAGAR; OTTA; KARUNASAGAR, 1997; LOTZ; SOTO, 2002). Nos 

tanques de engorda, os camarões juvenis de todas as idades e tamanhos são susceptíveis à doença, 

mas a mortalidade em massa normalmente ocorre um ou dois meses depois do povoamento 

(KASORNCHANDRA; BOONYARATPALIN; ITAMI, 1998).  

A infecção por WSSV nos tecidos é caracterizada pela hipertrofia do núcleo, surgimento de 

inclusões intranucleares e marginalização da cromatina (DURAND et al., 1997; WANG, Q. et al., 

2000a) (Figura 3).  
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Figura 3: Corte histológico de estômago de Penaeus chinensis infectado com WSSV. As inclusões intranucleares 

são abundantes e apresentam-se em diferentes fases de desenvolvimento. Os corpos de inclusão em fase inicial (setas), que 
predominam neste corte, são centronucleares, eosinófilos e separados da membrana nuclear e da cromatina marginalizada por 
um halo proveniente de artefato. ) Corpos de inclusão em estágio final. Coloração Mayer-Bennett H&E. Aumento 900X. 
Fonte: LIGHTNER, 1996. 

 

 

Estas inclusões intranucleares são distintas e maiores que as inclusões tipo Cowdry A, 

características do vírus da necrose hipodermal e hematopoiética infecciosa (IHHNV) 

(WONGTEERASUPAYA et al., 1995). O núcleo infectado torna-se progressivamente maior e mais 

basofílico (CHANG et al., 1996; DURAND et al., 1996, 1997; LO et al., 1996b; FLEGEL, 1997; WANG, 

et al., 1998; OTTA et al., 1999; TAKAHASHI et al., 2000). Nos últimos estágios da infecção pode 

ocorrer cariorrexis (desintegração da membrana nuclear) e desintegração celular, levando à formação 

de áreas necrosadas no tecido (KARUNASAGAR; OTTA; KARUNASAGAR, 1997; 

KASORNCHANDRA; BOONYARATPALIN; ITAMI, 1998; WANG, Y.G. et al., 1999).  

 Wang, Y.G. e colaboradores (1999) relataram que o vírus infecta brânquias, órgão linfóide, 

tecido hematopoiético, intestino anterior, estômago, epiderme cuticular, tecido conjuntivo, coração, 

hemócitos, glândula antenal, tecido nervoso e o ovário. Porém, não se observaram células afetadas 

no hepatopâncreas ou no intestino médio, mesmo em animais moribundos. Além disso, as 

observações histopatológicas revelaram que as mudanças causadas pela infecção viral são similares 

em todos os tecidos-alvo. 

 

1.4  Métodos de diagnóstico da doença 
Além da visualização de manchas brancas no exoesqueleto dos animais infectados, é 

observada também letargia, anorexia e natação irregular pelas bordas do tanque (PÉREZ; 

VOLCKAERT; CALDERÓN, 2005). No entanto, a ausência dos sinais acima mencionados não exclui 

a possibilidade de o camarão estar infectado, uma vez que os animais podem ser assintomáticos. 

Assim, torna-se necessária a confirmação laboratorial através de métodos mais sensíveis e acurados. 

Muitos estudos vêm sendo realizados e muitas técnicas de diagnóstico desenvolvidas com o 

intuito de compreender, prevenir e controlar, não só a síndrome da mancha branca, como outras 

viroses que infectam camarões (WANG, C.H., 2000; BACHÈRE, 2000; PÉREZ; VOLCKAERT; 

CALDERÓN, 2005; ROUT, 2005; WANG; ZHAN, 2006).  
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Os métodos de detecção utilizados para o diagnóstico de WSSV incluem a identificação 

macroscópica de pontos cuticulares brancos, observações histológicas (microscopia de luz e 

eletrônica), hibridização in situ e dot blot, através de sondas específicas para o WSSV, Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR), PCR em Tempo Real, testes imunocromatográficos e bioensaio (OIE, 

2003).  

Nos primeiros trabalhos que relatam a detecção do WSSV com sucesso, por técnicas de 

biologia molecular, foi empregada a técnica de amplificação por PCR, utilizando diferentes conjuntos 

de iniciadores (LO et al., 1996b; WONGTEERASUPAYA et al., 1996; KIM et al., 1998).  

Sondas de DNA marcadas não-radioativamente por Digoxigenina (DIG) têm sido usadas para 

análise por Dot blot de vários vírus de camarão, como o Penaeus monodon baculovirus (MBV) (LU et 

al., 1993), vírus da necrose hipodermal e hematopoiética (IHHNV) (NUNAN; POULOS; LIGHTNER, 

2000) e, mais recentemente para o WSSV (SHEKHAR; AZAD; RAVICHANDRAN, 2006). Sondas 

marcadas não-radioativamente foram também empregadas na hibridização in situ para a detecção do 

vírus Taura (TSV) (NUNAN; POULOS; LIGHTNER, 1998b) e do WSSV (NUNAN; LIGHTNER, 1997; 

DURAND et al., 1996; CHAPMAN et al., 2004), além de Southern blot para o WSSV (WANG, Q. et al., 

2000b). 

 
1.5  Reação em Cadeia da Polimerase - PCR 

Em 1987, Mullis e Faloona descreveram um método revolucionário por eles desenvolvido – a 

Reação em cadeia da polimerase (PCR), utilizando uma DNA Polimerase termoestável, capaz de ser 

executada inteiramente in vitro, sem o uso de células. Empregando esta técnica, uma determinada 

seqüência de nucleotídeos pode ser seletiva e rapidamente replicada em grandes quantidades a 

partir de qualquer DNA que a contenha.  

 A PCR é baseada no uso da DNA-polimerase para copiar um molde de DNA em ciclos 

repetidos de replicação. Cada ciclo envolve três passos: denaturação, anelamento e extensão 

(DEGEN et al., 2006). Pequenos oligonucleotídeos iniciadores, que são hibridizados ao DNA-molde 

no início e no final da seqüência de DNA alvo, guiam a polimerase para a seqüência a ser copiada. 

Guiada por estes iniciadores a DNA-polimerase é, então, usada para produzir bilhões de cópias da 

seqüência requerida, que poderá, após o processo, ser visualizada por coloração após a separação 

pela eletroforese em gel (ALBERTS et al., 1999). 

 Existem três aplicações especialmente úteis para a PCR. Ela pode ser usada para (1) clonar 

diretamente um determinado fragmento de DNA de uma célula. O molde original para a reação de 

PCR pode ser o DNA ou o RNA, de modo que tanto uma cópia de DNA genômico como um cDNA 

podem ser obtidos. Além disso, (2) a PCR tem um grande potencial na medicina forense, uma vez 

que sua sensibilidade extrema torna possível se trabalhar com uma amostra bastante pequena. (3) 

Outra aplicação é a detecção de infecções virais em estágios bastante precoces. Curtas seqüências 

complementares do genoma viral são usadas como iniciadores, e seguindo ciclos de amplificação, a 

presença de uma única cópia viral pode ser determinada (ALBERTS et al., 1999). Na área de 

patologia de crustáceos, muitos pesquisadores têm feito uso da PCR para estudos acerca de diversos 

vírus que infectam camarões, caranguejos, siris e outros crustáceos (LO et al, 1996b; KIM et al, 1998; 
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WANG, C.H. et al., 2000; PHROMJAI et al, 2002; CHAYABURAKUL et al, 2005; NATIVIDAD; 

NOMURA; MATSUMURA, 2008). 

 

1.6  PCR em Tempo Real 
No fim da década de 90, um novo método quantitativo de diagnóstico, a PCR em Tempo 

Real, passou a ser utilizado para a quantificação de muitos vírus humanos, como por exemplo, 

hepatite B (CANE et al., 1999) e HIV (LEWIN et al., 1999). Esse método apresenta algumas 

vantagens em relação à PCR qualitativa, como a rápida análise dos resultados, maior sensibilidade, 

precisão e reprodutibilidade, facilidade na quantificação, melhor controle de qualidade no processo e 

menor risco de contaminação (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004).  

O acúmulo dos produtos da PCR é detectado e monitorado diretamente pela leitura do 

aumento da fluorescência do composto fluorescente utilizado, enquanto na PCR tradicional os 

produtos precisam ser posteriormente analisados por eletroforese. Cada reação é caracterizada pelo 

ponto durante a ciclagem onde a amplificação do produto da PCR é detectada pela primeira vez (Ct). 

A determinação da quantidade de cópias da seqüência alvo em uma determinada amostra é obtida 

pela medição do seu Ct, e utilizando uma curva padrão, determina-se o número de cópias inicial 

(DURAND; LIGHTNER, 2002).  

Essa poderosa ferramenta de diagnóstico, assim como a PCR convencional, tem sido 

aplicada à área de virologia de camarões peneídeos, tanto em experimentos com WSSV e IHHNV 

(TANG; LIGHTNER, 2001; DURAND; LIGHTNER, 2002; DURAND et al., 2003), quanto com os vírus 

Taura (TSV) e da cabeça amarela (YHV) (MOUILLESSEAUX; KLIMPEL; DHAR, 2003). 

 

1.7  Hibridização in situ 
Ácidos nucléicos, assim como as outras macromoléculas, ocupam posições precisas nas 

células e tecidos, e uma grande quantidade de informação potencial é perdida quando estas 

moléculas são extraídas das células. Por esta razão, têm sido desenvolvidas técnicas nas quais 

sondas de ácidos nucléicos são usadas para localizar seqüências específicas de DNA/RNA, enquanto 

elas ainda estão no local dentro das células (ALBERTS et al., 1999). Este procedimento, denominado 

hibridização in situ (ISH), permite localizar um gene específico, parte de sua seqüência, seus 

transcritos ou, ainda, qualquer seqüência específica de ácidos nucléicos (DNA ou RNA) em tecidos 

biológicos fixados e processados histologicamente, gerando informações sobre a distribuição dessas 

moléculas nos diferentes tecidos e tipos celulares de um determinado organismo (SILVA-

VALENZUELA et al., 2006). 

A ISH, que foi originariamente desenvolvida por Padue e Gall em 1969, tem se tornado uma 

poderosa ferramenta na área de Patologia, embora continue sendo usada principalmente com fins de 

pesquisa (EISEL; GRÜNEWALD-JANHO; KRUCHEN, 2002). Existem atualmente diversos processos 

para a marcação da sonda, podendo-se utilizar, isótopos radioativos, fluorocromos ou antígenos 

como moléculas marcadoras. No presente estudo foi utilizada a técnica de hibridização in situ com 

sonda marcada não-radioativamente, tendo como molécula marcadora a Digoxigenina. O método de 

marcação não radioativa da sonda de DNA com Digoxigenina (DIG) é baseado em um esteróide 
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isolado das plantas Digitalis purpurea e Digitalis lanata. Como as flores e as folhas dessas plantas 

são a única fonte natural de digoxigenina, o anticorpo anti-DIG não se liga a outros materiais 

biológicos (EISEL; GRÜNEWALD-JANHO; KRUCHEN, 2002). 

Nesse método, uma fita complementar de DNA marcada com a molécula digoxigenina 

(sonda) se liga complementarmente à seqüência alvo do tecido. As duas fitas do DNA são separadas 

(denaturação), e quando este processo é lentamente revertido, através da redução da temperatura, 

as fitas complementares se anelam formando os híbridos (fita marcada – seqüência alvo). Então, a 

molécula ligada à sonda é detectada por um anticorpo conjugado com a enzima fosfatase alcalina, a 

qual, quando em contato com seu substrato, age sobre o mesmo gerando um precipitado de cor azul 

arroxeado, sinalizando a localização da seqüência-alvo (Figura 4).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 4: Esquema representando a imunodetecção por reação colorimétrica, da sonda hibridizada com a seqüência 
alvo. tr) seqüência alvo, pr) sonda marcada com DIG, r) molécula marcadora (DIG), r-b) anticorpo contra DIG, e) enzima, s) 
substrato, p) precipitado colorido. Fonte: AUSUBEL et al., 2003. 

 

 

Outras técnicas de biologia molecular, como a reação em cadeia da polimerase (PCR), 

permitem a detecção de mRNA ou DNA extraídos de tecidos, mas não permitem observar a 

distribuição dos transcritos ou DNA em um tipo de população celular ou em áreas de diferentes 

tecidos. Além disso, a técnica permite relacionar a presença de genes e seus transcritos com os 

processos patológicos (SILVA-VALENZUELA, 2006). 

Cada método de diagnóstico apresenta diferentes vantagens e desvantagens em termos de 

sensibilidade, especificidade, custos e conveniência. Segundo Chang e colaboradores (1996), a 

hibridização in situ seria mais vantajosa para a detecção do DNA viral que procedimentos como a 

coloração histológica, a microscopia eletrônica ou a PCR. A detecção do WSSV por coloração 

histológica, nos últimos estágios de infecção, é relativamente fácil. Entretanto, isso pode ser mais 

difícil no início da infecção, quando os sinais citopatológicos ainda não são muito óbvios, podendo a 

ISH superar esse problema (CHANG et al., 1996). Embora a microscopia eletrônica forneça 

informações sobre os locais de infestação do vírus e o estado de maturação a nível celular, é uma 

técnica onerosa e demanda muito tempo para a obtenção dos resultados. A hibridização in situ pode 

determinar a localização precisa do vírus no tecido, graças à alta especificidade entre a sonda e a 
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seqüência alvo do DNA viral, enquanto que a técnica de PCR não fornece informações sobre as 

células alvo de um dado tecido ou órgão de um camarão infectado.  

Para garantir o sucesso e a sustentabilidade do cultivo de camarões, a prevenção e o 

controle de doenças, é uma estratégia fundamental, devendo ser aliada à implantação de boas 

práticas de manejo. Neste sentido, pesquisas e estudos sobre os camarões peneídeos, bem como 

sobre novas metodologias e novos conceitos para a aqüicultura de camarões precisam ser realizados 

e, então, desenvolvidos com e para os produtores (BACHÈRE, 2000). A utilização da técnica de 

hibridização in situ e da PCR em Tempo Real pode contribuir para o monitoramento sistemático e 

preventivo dos cultivos de maneira mais eficiente, complementando o resultado obtido por outros 

métodos rotineiros de diagnóstico. 

 
1.8  Objetivos 
  

1.8.1 Geral  
Contribuir para a implantação de métodos de diagnóstico da síndrome da mancha branca no 

Brasil. 

 

1.8.2 Específicos 

• Padronizar a técnica de hibridização in situ para detecção do vírus da mancha branca no 

camarão Litopenaeus vannamei ; 

 

• Comparar a hibridização in situ com outros métodos de diagnóstico: PCR, PCR em Tempo 

Real, Slot e Dot Blot e Histopatologia, para animais com diferentes cargas virais; 

 

• Comparar os métodos de Blotting, PCR nested e PCR em Tempo Real, utilizados para 

detecção do WSSV, com relação à sua sensibilidade; 

  

• Verificar possíveis diferenças existentes no grau de infestação dos diferentes órgãos e 

tecidos analisados. 

 
  

1.9 Revista(s) escolhida(s) para submissão do(s) Artigo(s) Científico(s) 
Parte dos resultados gerados por este estudo já foram apresentados na XXXVII Reunião 

Anual da SBBq (Sociedade Brasileira de Bioquímica e Biologia Molecular), que ocorreu em maio de 

2008, e no X Enbrapoa (Encontro Brasileiro de Patologistas de Organismos Aquáticos), que ocorreu 

em novembro de 2008.  

O trabalho final deverá ser encaminhado para a revista Journal of Virological Methods 

(Qualis A de circulação internacional).  
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RESUMO 

Dentre os desafios enfrentados pela carcinicultura mundial, o vírus da Mancha Branca 
(WSSV) representa um empecilho para o crescimento do setor. Este estudo avaliou a técnica de 
hibridização in situ (ISH) para a detecção do WSSV em Litopenaeus vannamei coletados em cultivos 
no litoral sul do Brasil. Além da padronização, os resultados da ISH foram comparados aos obtidos 
por outras estratégias moleculares de diagnóstico, como a PCR nested, PCR em Tempo Real, 
blotting e histopatologia, visando avaliar sua especificidade e sensibilidade. A PCR em Tempo Real 
mostrou-se a mais sensível, detectando até 3,55 cópias virais/µl, enquanto na PCR nested e no Sot 
Blot até 3,55 x 105 cópias/µl e até 2x1017 cópias/µl. foram detectadas, respectivamente. A ISH foi 
capaz de detectar o WSSV em animais com carga viral média a alta, mas que não apresentavam 
sinais clínicos da doença. A ISH mostrou ser uma boa ferramenta para a análise qualitativa da 
infecção, pois houve correspondência entre os seus resultados e a carga viral quantificada pela PCR 
em Tempo Real: amostras com carga viral alta apresentaram mais células marcadas e tecidos 
afetados que amostras com carga viral moderada. As vantagens e desvantagens de cada 
metodologia devem ser consideradas e sua utilização deve contemplar as necessidades e a situação 
de um dado estabelecimento, bem como os objetivos associados à avaliação do estado sanitário da 
população alvo.  
 

Palavras-chave: WSSV, Litopenaeus vannamei, PCR, PCR em Tempo Real, Hibridização in situ 
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2.1  INTRODUÇÃO 

A carcinicultura vem crescendo consideravelmente há mais de três décadas, graças ao 

desenvolvimento de novas tecnologias para a produção de camarões de alta qualidade. Porém, 

desde o seu surgimento em Taiwan no ano de 1992, a Síndrome da mancha branca (WSS) tem sido 

um grande obstáculo para o completo sucesso desse setor (Lightner e Redman, 1998). O agente 

causador da doença, conhecido como Vírus da síndrome da manha branca (WSSV), é um vírus 

baciliforme, envelopado, que possui como material genético um DNA circular dupla fita (Chou et al. 

1995; Wongteerasupaya et al. 1995) e mede entre 250 e 380 nm de comprimento e 70 a 150 nm de 

largura (Wang et al., 1995). Apesar de ter sido originalmente classificado como pertencente à família 

Baculoviridae, após o sequenciamento do seu genoma e análise filogenética foi verificado que o 

WSSV e os baculovírus não estão relacionados (van Hulten et al., 2000). Devido à falta de homologia 

com as famílias de vírus existentes, esse vírus foi classificado em uma nova família, denominada 

Nimaviridae. 

Os sinais clínicos da doença incluem o surgimento de pontos brancos no exoesqueleto dos 

animais, letargia, coloração avermelhada do corpo, principalmente das extremidades, redução no 

consumo de alimento e natação de maneira irregular próximo às bordas dos viveiros. A mortalidade 

em massa pode ocorrer dentro de até dez dias após o início da manifestação da doença 

(Karunasagar et al., 1997; Lotz e Soto, 2002).  

Além de infectar diversas espécies de camarão cultiváveis, outros crustáceos são 

hospedeiros do WSSV, tais como copépodos (Zhang et al., 2007), caranguejos, lagostas (Marques, 

2008; Wang, Y.C et al., 1998) e siris (Chang et al., 2001). Estudos recentes relatam ainda a detecção 

do vírus em amostras de solo dos viveiros de cultivo, mesmo após 10 meses de estocagem 

(Natividad et al, 2008), e em microalgas como Chlorella sp. (Liu et al., 2007). Essa ampla variedade 

de hospedeiros, somada à sua alta patogenicidade e às características do sistema imunológico dos 

crustáceos, dificultam o controle da doença (Roch, 1999). Atualmente, na ausência de um tratamento 

efetivo contra o WSSV, medidas preventivas e o acompanhamento dos cultivos, incluindo 

diagnósticos precoces e precisos, são estratégias cruciais para o controle da propagação da doença.  

Muitos métodos de diagnóstico molecular têm sido desenvolvidos para a detecção do WSSV, 

pois a análise apenas pelos sinais clínicos não é suficiente, uma vez que esses sinais podem ser 

resultados de alterações da qualidade da água. Técnicas originalmente utilizadas para o estudo e 

diagnóstico de doenças humanas, como a PCR, a hibridização in situ e, mais recentemente, a PCR 

em Tempo Real, são empregadas com sucesso na detecção do WSSV. No entanto, como cada 

técnica apresenta vantagens e desvantagens em termos de sensibilidade, custos e demanda por 

equipamentos e pessoal treinado, é importante ter conhecimento de qual metodologia mostra-se mais 

adequada a cada situação. Existem alguns trabalhos comparando a sensibilidade entre os métodos 

de diagnóstico mais empregados (Durand et al, 2003; Shekhar et al., 2006; Sritunyalucksana et al., 

2006). Porém, a grande maioria desses trabalhos faz uso de animais experimentalmente infectados, o 

que permite um maior controle sobre o experimento e sobre os dados gerados, mas não leva em 

consideração a interação entre o animal e os vários fatores abióticos, podendo gerar resultados que 

não reflitam a realidade dos cultivos. Até onde sabemos, não há nenhum trabalho comparando 
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diversas técnicas de detecção do WSSV em Litopenaeus vannamei cultivados. Assim sendo, nesse 

estudo foram comparadas algumas técnicas de diagnóstico recomendadas pela OIE, como a análise 

histopatológica, hibridização in situ, PCR nested, PCR em Tempo Real, Slot e Dot Blot, levando-se 

em consideração a sensibilidade de cada método para detectar o WSSV em L. vannamei 

provenientes de fazendas do Sul do Brasil.  

 

2.2  MATERIAIS E MÉTODOS 

2.2.1  Obtenção e características dos animais 
Foram utilizados camarões da espécie Litopenaeus vannamei, coletados em fazendas do 

litoral de Santa Catarina; uma fazenda no norte do estado, no município de Araquari, uma localizada 

em Governador Celso Ramos e três fazendas em Laguna, no sul do estado.  

O número de animais coletados por fazenda variou de 8 a 12 exemplares, totalizando 56 

animais, os quais tiveram seus pleópodos fixados em etanol 95%, e seus cefalotórax fixados 

individualmente em fixador de Davidson’s AFA para posterior processamento histológico. 

Os animais foram coletados aleatoriamente, sendo que nenhum apresentava manchas 

brancas pelo corpo e em apenas uma das fazendas foi observada uma coloração avermelhada do 

corpo e apêndices dos animais coletados. Outros sintomas característicos da doença, como anorexia 

e natação com padrão irregular pelo viveiro, também não foram observados. 

 

2.2.2  Extração do DNA genômico 
Foi utilizado o protocolo de Maciel (2002) modificado, no qual o tecido dos pleópodes fixados 

em álcool 95% foi digerido em solução de lise contendo SDS 1% em TE 1X e proteinase K (1 mg/mL), 

sendo em seguida, mantido a 65ºC por 1 hora e 20 minutos. Uma segunda incubação foi realizada 

por 1 hora a 55ºC, após a adição de NaCl 5M e CTAB 10%. Seguido da incubação, foi acrescentado 

clorofórmio:álcool isoamílico (24:1 v/v) e as amostras foram centrifugadas a 14 000 rpm por 10 min. 

Ao sobrenadante, foi adicionado isopropanol e o DNA precipitado foi lavado com etanol 70% e 

ressuspendido em TE 1X. O RNA foi degradado pela ação de RNAse (1 mg/ml) e, após a adição de 

clorofórmio:álcool isoamílico e centrifugação (14 000 rpm), foi adicionado ao sobrenadante acetato de 

sódio 3M (pH 5,2) e etanol 95%. O DNA precipitado por centrifugação a 2 500 rpm foi lavado com 

etanol 70% e ressuspendido em 30 µl de TE após a secagem. A integridade das amostras foi 

avaliada pelo seu perfil eletroforético em gel de agarose 1%. A concentração de DNA (ng) foi 

determinada em espectrofotômetro (DO260), através da relação da absorbância em 260:280 nm.  

 
2.2.3  Gene constitutivo 

Para verificar a integridade das amostras e a presença potencial de inibidores enzimáticos na 

reação de amplificação, parte da seqüência de um gene constitutivo de peneídeos, determinada 

originalmente para Penaeus monodon, que codifica a enzima gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase - 

GAPDH (GenBank, número de acesso AB191486), foi amplificada de acordo com as condições 

descritas por Maciel (2002) (Tabela 1). Os iniciadores (primers) descritos por Maciel geram um 
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amplicon de 298 pb. A análise dos produtos de PCR foi realizada através de eletroforese em gel de 

agarose 2%. 

 
2.2.4  PCR nested 

A detecção da seqüência correspondente a parte do genoma do vírus foi realizada segundo 

protocolo modificado de Lo et al. (1996) (Tabela 1), protocolo recomendado pela OIE (2003), o qual 

utiliza a PCR nested. Nestas condições, a amplificação da seqüência específica do WSSV é realizada 

em duas etapas, com dois pares de iniciadores distintos, aumentando a sensibilidade do método. Na 

primeira etapa, o tamanho do fragmento esperado é de 1447pb, enquanto na segunda etapa o 

fragmento produzido deve conter 941pb. Em ambas as etapas utilizou-se 1µl de template, e a análise 

dos produtos de PCR foi realizada através de eletroforese em gel de agarose 2%. 

 
2.2.5  PCR em Tempo Real  
 A quantificação da carga viral das amostras foi determinada através de PCR em Tempo Real. 

Para tanto, foi utilizado o ABsolute™ QPCR SYBR® Green Mixes (Thermo Scientific) e adicionado à 

reação um template de 100 ng (1 µl) de DNA para um volume final de reação de 20 µl. A seqüência 

dos iniciadores utilizados neste experimento foi selecionada a partir de uma região alvo da seqüência 

genômica do WSSV (GenBank, número de acesso AF440570). Os iniciadores geram um amplicon de 

81 pb. A reação de amplificação ocorreu conforme mostrado na Tabela 1, e a especificidade do 

produto amplificado foi verificada através da curva de dissociação (72ºC a 95ºC) para a verificação da 

temperatura de melting de cada produto. 

As amostras foram testadas em duplicata e a curva padrão utilizada para quantificação das 

amostras foi obtida através de diluições seriadas (10X) de um plasmídio recombinante com uma 

seqüência do genoma do vírus (número de cópias/µl conhecido). 

 
Tabela 1: Programas utilizados nos tipos de PCR realizadas durante o estudo. 

Tipo de PCR Programas das PCRs Numero total 
de ciclos 

Nested PCR  Primeiro passo: 94ºC por 2 min seguido de 39 ciclos 

de 94ºC por 1 min, 55ºC por 1 min 30 s, 72ºC por 2 

min e extensão final de 5 min a 72ºC. 

Segundo passo: um ciclo a 94ºC por 3 min, 55ºC por 1 

min e 72ºC por 2 min, seguido de 35 ciclos a 94ºC por 

1 min, 55ºC por 1 min, 72ºC por 1 min e extensão final 

de 5 min a 72ºC. 

39 e 36  

PCR em Tempo Real 95ºC por 15 min seguido de 40 ciclos de 95ºC por 30 

s, 55ºC por 30 s, 72ºC por 10 s. 

40 

PCR GAPDH 94ºC por 30 s, 52ºC por 30 s, 68º por 1 min 30 s e 

uma extensão final de 7 min a 72ºC. 

35 
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2.2.6  Marcação não-radioativa da sonda de DNA  
A sonda utilizada no Slot Blot, Dot Blot e na hibridização in situ foi marcada não-

radioativamente com digoxigenina (DIG), através de PCR nested, com base no procedimento descrito 

por Müller (2004). O primeiro passo da reação foi realizado segundo protocolo modificado de Lo et al. 

(1996), conforme descrito na sessão 2.1.4. Como template foi utilizado um plasmídeo recombinante 

contendo o produto de 1447pb proveniente da PCR nested. O fragmento foi clonado no plasmídeo 

pGEM-T Easy (Promega), conforme as instruções do fabricante. Já para o segundo passo foi utilizado 

1 µl do produto do primeiro passo, 2U de Taq DNA Polimerase (Biotools), tampão de reação da 

enzima 1X, 2,5 mM MgCl2, 0,2 mM de dATP, dCTP, dGTP, 0,144 mM de dTTP, 0,072 mM de DIG-

dUTP (Roche) e 0,14 µM de cada primer. O volume final da reação foi de 25 µl. O programa utilizado 

para o segundo passo também foi o mesmo do protocolo modificado de Lo et al. (1996) descrito na 

sessão 2.1.4. 

 

2.2.7  Dot e Slot Blot 
As técnicas de Dot e Slot Blot foram realizadas com base no procedimento descrito por Müller 

(2004). Amostras de DNA extraído dos pleódodes dos camarões foram desnaturadas por 10 minutos 

a 100°C, e então imobilizadas (1µl) em membrana de nylon, sob vácuo, utilizando-se o sistema Hybri-

Slot Manifold (Life Technologies). Posteriormente à aplicação das amostras, a membrana foi lavada 

com NaOH 0,4 M e SSC 2X, e o DNA ligado à membrana através da exposição à luz Ultra-Violeta por 

3 min (cross-linking). Após incubação a 65°C por 2 horas em solução de pré-hibidização (SSC 5X, 

reagente de bloqueio 1%, SLS 0,1%, SDS 0,2%), a membrana foi incubada overnight a 65ºC com a 

sonda marcada com DIG, que foi previamente desnaturada. 

A membrana foi lavada, sucessivamente, com tampão 1 (SSC 2X, SDS 0,1%), tampão 2 

(SSC 0,5X, SDS 0,1%) e tampão 3 (ácido maléico 0,1 M, NaCl 0,15 M, Tween 20 0,3%) e, então, foi 

incubada em solução de bloqueio 1X (Roche) por 30 minutos a temperatura ambiente (TA). A 

imunodetecção foi realizada com anticorpo anti-DIG conjugado à fosfatase alcalina (Roche), diluído 

em solução de bloqueio 1X, por incubação com a membrana por 30 min (TA). Após ter sido mantida 

em tampão de lavagem 3 por 30 min, a membrana permaneceu submersa em tampão de detecção 

(Tris 0,1 M, NaCl 0,1 M, pH 9,5) por 5 minutos. A detecção foi realizada incubando-se a membrana 

com NBT/BCIP em tampão de detecção no escuro por até 16 horas. 

 
2.2.8  Hibridização in situ 

As amostras fixadas em Davidson’s foram desidratadas, incluídas em parafina, segundo 

método descrito por Lightner (1996) e seccionadas na espessura de 4 a 5 µm. Os cortes foram 

coletados em lâminas silanadas (Silane-Prep Slides, Sigma), para posterior hibridização in situ e os 

cortes subseqüentes do mesmo bloco foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE) para análise 

histopatológica. A técnica de hibridização in situ foi realizada conforme recomendado pela OIE, 

utilizando o método descrito por Nunan e Lightner (1997) com algumas modificações.  

Resumidamente, as lâminas foram desparafinadas e hidratadas em uma série etanólica 

decrescente (100%  50%) e enxaguadas com água destilada. Em seguida, foram incubadas com 
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TNE (Tris-HCl 50 mM, NaCl 10 mM, EDTA 1mM, pH 7,4) por 5 min, e sobre os cortes foi pipetada 

proteinase K. Após incubação a 37°C por 15 min, as lâminas foram lavadas em 0,4% de formaldeído 

e em SSC 2X (NaCl 300 mM, Citrato de Sódio 30 mM). Posteriormente à incubação por 30 min a 

37°C em tampão de hibridização (SSC 4X, formamida 50%, BSA 0,2%, Ficoll 400 0,2%, PVP 360 

0,2%), o tecido desnaturado foi coberto com a sonda marcada com DIG, também desnaturada, sendo 

as lâminas incubadas overnight a 42°C.  

As lâminas foram lavadas em concentrações decrescentes (2X, 1X, 0,5X) do tampão SSC, 

em tampão I (Tris-HCl 100 mM, NaCl 150 mM) e incubadas com tampão II (Reagente de bloqueio 

0,5% no tampão I) durante 15 min a 37°C. A imunodetecção foi realizada com anticorpo anti-DIG 

conjugado com fosfatase alcalina (Roche), diluído no tampão II (1:500). Após incubação de 30 min a 

37°C, as lâminas foram lavadas em tampão I, tampão III (Tris-HCl 100 mM, NaCl 100 mM, MgCl2 50 

mM, pH 9,5) e incubadas no escuro com a solução de revelação (4,5 µl de NBT e 3,5 µl de 5-bromo-

4-cloro-3-indoil fosfato em tampão III). A reação foi interrompida pela lavagem com o tampão IV (Tris-

HCl 10 mM, EDTA 1 mM) por 15 min. Os cortes foram contra-corados com Bismarck Brown Y 0,5%, 

desidratados e as lâminas montadas com lamínula e meio de montagem (Permount). 

 
 
2. 3  RESULTADOS 
2.3.1 Integridade do DNA extraído das amostras 

O DNA genômico extraído de todas as amostras estava íntegro, como pode ser visto pelo 

perfil eletroforético representativo (Figura 1).  

Este resultado foi confirmado pela amplificação do gene que codifica a enzima gliceraldeído-

3-fosfato desidrogenase – GAPDH (Figura 2). O tamanho do fragmento amplificado foi de 292 pb, 

como esperado. Este resultado indicou ainda a ausência de inibidores enzimáticos nas amostras cuja 

presença poderia inibir a reação de amplificação para a detecção do WSSV. 

 

 
 

 
 

 
 
 
Figura 1: Eletroforese representativa em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio, apresentando a 

integridade e qualidade do material genômico extraído das amostras coletadas. 1 - 10) Amostras de DNA extraído de animais 
coletados na Fazenda Zaguaza. 

 
 
 
 
 
 
 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
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Figura 2: Eletroforese em gel de agarose 2% representativa dos produtos da PCR resultantes da amplificação do 

gene constitutivo GAPDH. As amostras são oriundas da segunda coleta da Fazenda Tambaqui. 1 - 8) Amostras da Fazenda 
Tambaqui. MK) Marcador de peso molecular (100 pb DNA ladder). 
 
 
2.3.2. Resultados das PCRs nested para detecção do vírus da Mancha Branca 

 Dos 56 animais coletados nas seis fazendas visitadas, 50 animais foram analisados para a 

detecção do WSSV. A técnica de PCR nested foi utilizada para detectar previamente quais eram os 

animais portadores do vírus, uma vez que praticamente todos se apresentavam como animais 

assintomáticos no momento da coleta.  

 Dos 50 animais analisados, 32 apresentaram reação positiva para mancha branca, o que 

representa 64% de animais infectados (Tabela 2). 

 
Tabela 2: Resultado dos diagnósticos obtidos pela técnica de PCR para os animais analisados (n= 50). A distribuição dos 

animais por fazenda está indicada. 

Fazenda Localidade 
Animais 

analisados 

Animais com 
reação positiva 

para WSSV 

Animais com 
reação negativa 

para WSSV 

Zaguaza Laguna 6 3 3 

Pontal Gov. Celso Ramos 10 10 0 

Santa Rosa Laguna 8 2 6 

Tambaqui (1ª coleta) Araquari 8 8 0 

Tambaqui (2ª coleta) Araquari 8 0 8 

Pescaria Brava Laguna 10 9 1 

Total  50 32 18 

 

 Cabe salientar que os animais coletados na segunda coleta da Fazenda Tambaqui são 

provenientes do mesmo povoamento dos animais da primeira coleta. O que difere os dois grupos é o 

momento da coleta: a primeira foi realizada em março de 2007 e a segunda em dezembro de 2007. 

No entanto, como pode ser visto na tabela acima e na figura 3, em todos os animais da primeira 

coleta houve amplificação da seqüência específica do vírus, enquanto nos animais da segunda coleta 

não foi verificada reação positiva. Cabe ressaltar que as coletas ocorreram de forma aleatória, 

trabalhando-se com diferentes tanques, tanto na primeira coleta quanto na segunda. 

 

 

100pb

   
292pb

   500pb 

  1        2       3       4     MK     5       6        7      8 
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Figura 3: Eletroforese em gel de agarose 2% apresentando o resultado da nested PCR para detecção do WSSV 

para as amostras da Fazenda Tambaqui. (A) Primeira coleta e (B) segunda coleta. 1 – 8) Amostras analisadas da Fazenda 
Tambaqui. MK) Marcador de peso molecular 1Kb. N) Controle negativo. P) Controle positivo.  

 
 

2.3.3 Quantificação da carga viral por PCR em Tempo Real 
Para a elaboração da curva padrão da PCR em Tempo Real foi utilizado um plasmídeo 

recombinante nas concentrações de 3,55x108 até 3,55 cópias virais/µl, sendo que cada concentração 

foi analisada em duplicata. As médias dos valores do CT (Cycle threshold) de cada concentração 

resultaram em uma curva padrão (valor de CT pelo número de cópias virais), com coeficiente de 

correlação linear (r2) de 0,91 (Figura 4). 

 
Figura 4: Curva padrão (valor de CT pelo número de cópias virais) utilizada para a quantificação da carga viral das 

amostras analisadas por PCR em Tempo Real.  
 

 

Os resultados mostraram que a PCR em Tempo Real detectou, com segurança, até 3,55 

cópias virais por reação. Diluições abaixo deste limite, contendo, por exemplo, uma cópia por reação 

(ou uma cópia/µl) algumas vezes podem gerar resultados positivos e outras vezes não. Esta 

1 2 3 5 6 8   N MK P 4 7 
A 

941pb 

500pb 

1kb 

B 
 

1 2 3 P 8 7 6 5 MK 4  N 

941pb 1kb 
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observação deve-se, provavelmente, ao fato de que uma diluição contendo precisamente uma 

cópia/µl é difícil de ser obtida. 

Algumas amostras foram quantificadas por PCR em Tempo Real com o objetivo de realizar 

uma análise comparativa da sensibilidade dos métodos de detecção utilizados neste trabalho, ou 

seja, PCR, Dot Blot, Histopatologia e Hibridização in situ. O número de cópias virais foi calculado pela 

interpolação do Cycle threshold (CT) determinado experimentalmente (curva padrão). A partir desse 

número de cópias, os resultados finais foram expressos como a média do número de cópias de 

WSSV por microlitro de amostra, já que cada amostra foi feita em duplicata (Tabela 3). As amostras 

B11, B15, B14, B21 e B25 são provenientes da Fazenda Pescaria Brava, enquanto a T33 e T34 são 

provenientes da primeira coleta na Fazenda Tambaqui e a T41 e T51 são da segunda coleta 

realizada na mesma fazenda.  
 
 
Tabela 3: Valores médios do número de cópias virais de WSSV por microlitro de amostra extraída dos pleópodes de L. 
vannamei previamente diagnosticados como portadores de WSSV por PCR nested. 
 

Amostra Valor do Ct Quantificação (nº de cópias/µl) 

B15 13,72 1,3 x 109 

B25 15,34 3,7 x 108 

B21 15,13 4,5 x 108 

B11 13,27 5,0 x 108 

T34 26,26 4,0 x 107 

T33 29,15 4,3 x 106 

T41 31,97 2,9 x 105 

T51 30,06 4,1 x 105 

B14 - 0 

 
 

Com base nas quantificações mostradas na Tabela 3, as amostras B15, B25, B21, B11, T33 e 

T34 possuem carga viral alta, enquanto as amostras T41 e T51 são exemplos de amostras cuja carga 

viral pode ser considerada moderada a alta. A amostra B14 é um exemplo de amostra negativa. 

A especificidade do produto amplificado foi verificada pela análise da curva de melting, ou 

seja, pela análise da temperatura de dissociação de cada produto da PCR, sendo que as 

temperaturas utilizadas para a construção do respectivo gráfico variaram de 72ºC a 95ºC (Figura 5). 
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Figura 5: Curva de dissociação para verificar a especificidade dos produtos formados pela PCR em Tempo Real.  

 
 
2.3.4  Comparação entre Dot e Slot Blot, PCR nested e PCR em Tempo Real  

A especificidade e a marcação da sonda foram confirmadas, inicialmente por Dot Blot. Não 

houve reação, ou seja, hibridização da sonda com o DNA genômico de camarão; amostra esta obtida 

de um animal cujo resultado de PCR foi negativo para o WSSV (controle negativo). Por outro lado, 

houve reação positiva, tanto para amostras de plasmídeo recombinante, contendo como inserto uma 

seqüência do genoma viral (controle positivo), como para as amostras de DNA extraídas de 

pleópodes de animais infectados, como pode ser visto na figura 6. 

Para a análise da sensibilidade da técnica de blotting, o mesmo plasmídeo recombinante 

utilizado para a elaboração da curva padrão do PCR em Tempo Real foi diluído, partindo-se da 

concentração de 2x1019 até 2x103 cópias/µl. A hibridização com a sonda para a detecção do WSSV, 

marcada não-radioativamente, foi realizada por Slot Blot. Reação positiva foi observada até o limite 

de 2x1017 cópias virais (Figura 7).  

Com o intuito de determinar a sensibilidade da PCR nested foi utilizado como molde da 

reação (1µl) o mesmo plasmídeo recombinante nas mesmas diluições utilizadas para a elaboração da 

curva padrão do PCR em Tempo Real, partindo-se da concentração de 3,55x108 até 3,55 cópias 

virais/µl. A capacidade de detecção da PCR nested foi de até 3,55x105 cópias virais (Figura 8). 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Dot Blot para testar a marcação e a especificidade da sonda contra o WSSV. (A) Foi utilizado como amostra um 
plasmídeo recombinante, contendo como inserto uma seqüência do genoma viral, nas seguintes concentrações: 1) 13,6 µg, 2) 
10,2 µg, 3) 6,8 µg, 4) 3,4 µg e 5) 1,7 µg. Em 6) Tampão de desnaturação e 7) Controle negativo. (B) Amostras extraídas de 
animais coletados na Fazenda Pescaria Brava, que foram previamente analisados por PCR. Foi utilizado em cada dot 1µl de 
amostra bruta. 1 - 5) Amostras B11 a B15. 6 - 10) Amostras B21 a B25. N) Controle negativo. 
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Figura 7: Slot Blot para análise da sensibilidade da técnica de blotting na detecção de amostras positivas para o WSSV. 1 - 11) 
Diluições do plasmídeo recombinante nas concentrações: 2x1019, 2x1018, 2x1017, 2x1015, 2x1013, 2x1011, 2x109, 2x107, 2x105 e 
2x103 cópias virais, respectivamente. 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 8: Análise de sensibilidade da PCR nested para a detecção do WSSV, utilizando como molde um plasmídeo 
recombinante em diluição seriada (10 vezes). Números de 1-9) 3,55x108, 3,55x107, 3,55x106, 3,55x105, 3,55x104, 3,55x103, 
3,55x102, 3,55x101, 3,55 cópias virais, respectivamente. N) controle negativo. P) controle positivo, M) Marcador de peso 
molecular 1kb.  

 

 

Na comparação das três metodologias moleculares utilizadas, a PCR em Tempo Real foi a 

que apresentou a maior sensibilidade, sendo capaz de detectar até 3,55 cópias virais/µl, ou seja, 3,55 

cópias virais por reação (Tabela 4). Esse resultado era esperado ao comparar esta metodologia com 

a de blotting. No entanto, com relação à técnica de PCR nested esperava-se uma sensibilidade mais 

próxima àquela observada para a PCR em Tempo Real. 

 

 
Tabela 4: Comparação entre os métodos de diagnóstico (Blotting, PCR nested e PCR em Tempo Real) com relação 

à sua sensibilidade.  
Método diagnóstico Limite de detecção (cópias virais) Sensibilidade 

Blotting 2x1017 + 

PCR nested 3,55x105 ++ 

PCR em Tempo Real 3,55 +++ 

+ = sensibilidade baixa, ++ = sensibilidade moderada, +++ = sensibilidade alta 

 

 

 Essa diferença na sensibilidade pode ser evidenciada com base na análise de algumas 

amostras de camarões com diferentes cargas virais, realizada pelos três métodos mencionados. 

Enquanto a amostra B14 apresentou resultado negativo pelas três técnicas, outras amostras, como a 

T41 e T51, apresentaram resultados conflitantes para as técnicas de PCR nested e PCR em Tempo 

Real. Na primeira, o vírus da Mancha Branca não foi detectado (Figura 3B), enquanto na segunda, 

houve amplificação da seqüência viral alvo, como pode ser visto na Tabela 3. Por outro lado, outras 

        1             2            3            4            5            6            7            8            9           10          11 
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amostras, como por exemplo, B11 e B25, apresentaram resultados idênticos, ou seja, resultados 

positivos pelas três metodologias, inclusive para o Dot Blot, o qual mostrou ser o menos sensível 

(Figura 6B). 

 

2.3.5  Hibridização in situ 
Após a realização de vários testes, foram observadas células marcadas nas amostras 

previamente diagnosticadas como portadoras do WSSV, o que demonstrou a eficiência das 

condições padronizadas para a técnica de hibridização in situ (ISH). Os cortes de tecidos de 

camarões infectados com WSSV reagiram com a sonda marcada com Digoxigenina, o que foi 

evidenciado pela formação de um precipitado de cor arroxeada em algumas células.  

Das amostras analisadas por histopatologia (coloração HE) e por ISH, somente naquelas com 

carga viral moderada a alta foram observadas células com corpos de inclusão intranucleares e 

detectadas células marcadas pela sonda de DNA específica para o WSSV (Figura 9 e 10). Em 

algumas células foi possível visualizar a cromatina marginalizada pelo corpo de inclusão, 

característica dos últimos estágios de replicação do vírus (Figura 9E).   
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Figura 9: Cortes histológicos de L. vannamei infectados com WSSV corados com H.E. (coluna da esquerda) e submetidos à 
técnica de hibridização in situ (coluna da direita). A-D) Pares de cortes consecutivos do tecido epitelial subcuticular do intestino 
(primeiro par) e do tecido epitelial subcuticular da carapaça (segundo par). Cu = Cutícula, C = Tecido conjuntivo. (400X). E) 
Tecido epitelial com células em diferentes estágios de replicação viral. ► = cromatina marginalizada (1000X). F) Tecido 
epitelial com diferentes intensidades de marcação das células (1000X). As setas indicam exemplos de corpos de inclusão 
intranucleares e núcleos hipertrofiados que são basófilos em coloração H.E. e marcados com um precipitado azul escuro 
quando reagem com a sonda de DNA. Espessura dos cortes: 4µm. 
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Figura 10: Cortes histológicos de L. vannamei infectados com WSSV corados com H.E. (coluna da esquerda) e submetidos à 
técnica de hibridização in situ (coluna da direita). A e B) Tecido epitelial da brânquia (1000 e 400X, respectivamente). C e D) 
Glândula antenal (400 e 200X, respectivamente). Cu = Cutícula, As setas indicam exemplos de corpos de inclusão 
intranucleares e núcleos hipertrofiados que são basófilos em coloração H.E. e marcados com um precipitado azul escuro 
quando reagem com a sonda de DNA. Espessura dos cortes: 4µm. 

 

 

Não foram observadas células marcadas com a sonda de DNA na amostra negativa, e tanto 

nessa amostra, quanto nas positivas de carga moderada, não foram observados corpos de inclusão 

(dados não mostrados). 

O grau de severidade da infecção refletiu a carga viral quantificada pela PCR em Tempo 

Real, uma vez que nas amostras com carga viral alta foi observado maior número de células 

marcadas e mais tecidos atingidos, em comparação com as amostras com carga viral moderada. 

Além disso, verificam-se células marcadas com diferentes intensidades em todas as amostras (Figura 

9F). 

O tecido mais afetado foi o epitélio subcuticular do intestino anterior, a epiderme abaixo da 

carapaça, seguido pelo tecido conjuntivo, brânquias e glândula antenal. 
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2.4  DISCUSSÃO 
Diversos trabalhos têm sido publicados, comparando diferentes métodos de diagnóstico para 

a detecção de vírus em diversas espécies de camarão (Chapman et al., 2004; Dupuy et al., 2004; 

Durand et al., 2003; Shekhar et al., 2006). Porém, até onde temos conhecimento, não há nenhum 

trabalho comparando PCR nested, PCR em Tempo Real, Slot Blot e Hibridização in situ para 

detecção do WSSV em Litopenaeus vannamei cultivados. A grande maioria desses trabalhos utiliza 

animais experimentalmente infectados. Isso permite um maior controle sobre o experimento e sobre 

os dados gerados, mas algumas vezes os resultados não refletem o que realmente ocorre nos 

cultivos, uma vez que nos mesmos existe a interação entre o animal e os vários fatores abióticos, 

associados às condições de manejo.  

No presente trabalho alguns métodos de diagnóstico recomendados pela OIE, e que são 

aqueles mais utilizados em pesquisas e em laboratórios de diagnóstico para a detecção do WSSV, 

foram comparados com relação à sua sensibilidade. 

O valor da quantificação da carga viral de cada amostra analisada neste estudo está 

apresentado em número de cópias virais/µl ou número de cópias virais/reação. Ambas as unidades 

possuem, aqui, o mesmo significado, uma vez que em cada reação foi utilizado 1µl de molde. A 

quantificação do número de cópias virais por PCR em Tempo Real mostrou que das 9 amostras 

analisadas, 6 apresentaram entre 4,3x106 e 1,3x109 cópias virais/µl, 2 apresentaram a média de 

3,5x105 cópias e em apenas 1 não houve amplificação. 

Ainda não há consenso entre os pesquisadores quanto à classificação da carga viral de uma 

amostra. Em seu trabalho, Kiatpathomchai e colaboradores (2001), por exemplo, atribuíram como 

amostras com carga alta aquelas com mais de 2x104 cópias virais por reação. Quantidades em torno 

de 2x103 cópias virais foram consideradas como moderadas, enquanto quantidades entre 20 e 2x102 

cópias virais foram consideradas baixas (Tabela 5). 

Outros autores utilizaram em seus estudos kits comerciais para verificar os níveis de infecção 

de determinadas amostras. Peng e colaboradores (2001) fizeram uso do kit WSSV Specific Sequence 

Amplification (Farming Intelligene Tech., Taipei, Taiwan), que gradua a infecção por WSSV em quatro 

níveis de severidade. Níveis de 1 a 4 (infecção muito severa a infecção muito leve) correspondem, 

respectivamente, a >2x103, 2x103, 2x102 e ≤2x101 cópias virais por reação de PCR. Shekhar e 

colaboradores (2006), por sua vez, utilizaram o kit Single tube WSSV nested PCR detection 

(Bangalore Genei Ltd.). Segundo o fabricante, acima de 105 cópias virais/reação a infecção pode ser 

considerada como severa. Entre 103 a 105 cópias virais/reação o nível de infecção é considerado alto 

a moderado, enquanto uma infecção leve corresponde de 10 a 102 cópias virais (Tabela 5). 
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Tabela 5: Compilação de dados relativos à classificação da carga viral, provenientes de três trabalhos publicados sobre o 
tema. 

Classificação da 
carga viral/infecção Carga viral (cópias virais/reação) 

Alta/Severa >2x103 2x104 >105 

Moderada 2x103 2x103 103 a 105 

Baixa/Leve 2x102 20 a 2x102 10 a 102 

Muito baixa/leve ≤2x101 - - 

Referência Peng et al. (2001) Kiatpathomchai et al. (2001) Shekkhar et al. (2006) 

 

Em nosso trabalho, arbitramos como carga viral alta ou infecção severa, aquelas com mais de 

5x105 cópias/µl, como carga viral alta a moderada aquelas entre 5x105 a 1x103 cópias/µl e como carga 

baixa ou infecção leve aquelas entre 1x102 e 10 cópias/µl. Para tanto, levamos em consideração o 

Esquema de Graduação da Severidade de uma Infecção publicado por Lightner (1996), além da 

análise dos resultados gerados no presente estudo e dos dados dos três trabalhos citados na 

tabela 5.  

Segundo o esquema de graduação da severidade de uma infecção publicado por Lightner 

(1996), que vai dos níveis 0 a 4 (0 = não detectado; 1 = leve; 2 = moderado; 3 = alto e 4 = severo), 

são consideradas infecções altas e severas aquelas onde as lesões características da doença estão 

presentes num nível moderado a severo. Nas nossas amostras que continham em média 3,5x105 

cópias virais, não foram observadas lesões, o número de células afetadas era reduzido e os animais 

não apresentavam sinais clínicos da doença, se enquadrando, portanto, no nível de severidade 2 

(moderado), segundo o esquema de graduação de Lightner. 

Peng e colaboradores (2001) relataram em seu trabalho que a graduação das infecções é um 

parâmetro importante para o acompanhamento do vírus da Mancha Branca em sistemas de cultivo, 

de modo a contribuir para um manejo mais eficaz de pós-larvas e reprodutores. 

Alguns resultados gerados pela técnica de PCR nested foram conflitantes com aqueles 

gerados pela PCR em Tempo Real. Em nenhuma das amostras provenientes da segunda coleta na 

Fazenda Tambaqui foi detectado o vírus por PCR nested. No entanto, as mesmas amostras 

apresentaram resultado positivo quando analisadas por PCR em Tempo Real. Isto pode ter ocorrido 

pelo fato de as amostras estarem muito próximas ou abaixo do limite de detecção do método de PCR, 

que foi de 3,55x105 cópias virais/reação. Estes resultados sugerem que os animais da segunda 

coleta, apesar de terem sobrevivido ao surto que ocorreu no período da primeira coleta, continuavam 

com o vírus em seus tecidos, porém com uma carga viral mais baixa do que aqueles da primeira 

coleta. 

Embora a PCR seja a técnica mais utilizada atualmente para a detecção do WSSV e seja 

considerada bastante sensível, ela possui algumas desvantagens. Alguns autores têm relatado que 

homogeneizados de alguns tecidos de camarão contêm inibidores da PCR, e que algumas amostras 

com resultado positivo para Dot Blot foram negativas para PCR, provavelmente pela presença desses 

inibidores (Nunan et al., 2000; Wang et al., 1996). Nesses casos, as técnicas de hibridização in situ e 

Dot Blot apresentam a vantagem de não dependerem da amplificação de uma seqüência alvo pela 
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enzima Taq DNA Polimerase, mas simplesmente do anelamento de uma sonda específica para uma 

determinada seqüência alvo.  

Além de resultados falsos negativo, a técnica de PCR pode gerar falsos positivos. Chang et 

al. (2001) em seu trabalho sobre a verificação da existência do WSSV no siri azul Callinectes sapidus, 

fez uso da hibridização in situ para excluir a possibilidade de seus resultados positivos terem sido 

gerados devido a contaminação de DNAs não provenientes da amostra. Cabe salientar que cuidados 

no preparo e manipulação da amostra e dos reagentes e, finalmente, na realização da reação de 

PCR propriamente dita, devem ser sempre um foco importante para evitar este tipo de problema 

(Marques et al., 2006). 

 Porém, apesar da possibilidade de serem gerados falsos resultados, o diagnóstico por PCR 

mostrou-se uma ferramenta fundamental para o acompanhamento dos cultivos, uma vez que os 

únicos animais que apresentavam coloração avermelhada do corpo foram os provenientes da 

Fazenda Pescaria Brava. O restante dos animais amostrados eram assintomáticos no momento da 

coleta.  

Com relação à sensibilidade dos métodos, a PCR em Tempo Real apresentou-se como o 

mais sensível, sendo capaz de detectar até 3,55 cópias virais/reação, ou 0,015 fg de plasmídeo 

recombinante. Esses valores estão de acordo com os valores encontrados por outros autores. O 

método descrito por Sritunyalucksana et al. (2006) foi capaz de detectar até 5 cópias/reação, 

enquanto o desenvolvido por Durand e Lightner (2002) detectou até 4 cópias virais. Apesar de ser a 

técnica mais sensível, a PCR em Tempo Real também é a que apresenta os maiores custos, além da 

demanda de pessoal treinado para sua realização e interpretação dos resultados. 

Apesar de raramente apresentar problemas com falsos positivos, o Dot Blot mostrou-se 

menos sensível que a PCR nested. Enquanto o limite de detecção da PCR nested foi de 3,55x105 

cópias virais/reação, o limiar do Dot Blot foi de 2x1017 cópias. No entanto, a despeito de não ser tão 

sensível quanto as PCRs, a técnica de blotting é menos onerosa e o seu procedimento é 

relativamente simples. Assim, ela seria mais indicada para uma classificação inicial e rápida das 

amostras. Porém, em caso de animais com carga viral baixa, seria necessária a confirmação por 

métodos mais sensíveis. Dupuy et al. (2004) observaram alta sensibilidade do PCR, quando 

comparado ao Dot Blot, uma vez que o Dot Blot não foi capaz de detectar DNA de WSSV em 

homogeneizados usados para infecção experimental de camarões, que continham quantidades 

pequenas de vírus.  

A comparação da sensibilidade do PCR e Dot Blot para a detecção do IHHNV por Nunan e 

colaboradores (2000) mostrou que o PCR pôde detectar até 50 fg/µl de plasmídeo recombinante, 

enquanto a reação de Dot Blot detectou até 5 pg do mesmo plasmídeo. No estudo de Moser (2005) 

com uma população de L. vannamei, uma diferença na determinação da prevalência do IHHNV foi 

vista por PCR e por Dot Blot. Enquanto a prevalência foi igual a 54,8% de acordo com os resultados 

obtidos por PCR, o percentual de animais positivos para o vírus foi igual a 65,1% por Dot Blot. 

A hibridização in situ foi capaz de detectar o WSSV em amostras com carga viral alta a 

moderada, porém, mesmo naquelas que tinham uma carga viral alta, e conseqüentemente muitas 

células marcadas, não foi observado regiões necrosadas.  
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Estes dados corroboram aqueles encontrados por Chapman et al. (2004). Os autores 

comentam que, diferentemente dos resultados obtidos por Chang et al. (2001), não foi possível 

detectar a presença de WSSV por hibridização in situ ou histopatologia em indivíduos considerados 

positivos fracos, segundo as condições de PCR por eles empregadas. Esses mesmos autores 

acreditam que um dos motivos para essa diferença entre os resultados seja a maior concentração de 

Taq DNA polimerase nas suas PCRs (concentração 4 vezes maior que a utilizada por Chang e 

colaboradores em 2001). É importante ressaltar que uma concentração maior de Taq DNA polimerase 

numa PCR tende a aumentar a eficiência da mesma. Assim, amostras classificadas por Chang et al. 

(2001) como positivas fracas, provavelmente seriam diagnosticadas como positivas fortes, seguindo o 

protocolo de Chapman et al. (2004). 

O grau de severidade da infecção foi condizente com a carga viral quantificada pela PCR em 

Tempo Real, já que nas amostras com carga viral alta foram observados mais tecidos atingidos e 

mais células marcadas do que nas amostras com carga viral moderada. As marcações limitaram-se 

basicamente aos núcleos infectados e foram mais intensas quando havia hipertrofia do núcleo, como 

pode ser vista na figura 9F. O mesmo foi observado por Durand et al. (1996) para a espécie Penaeus 

setiferus.  

Apesar de não mostrar um grau de sensibilidade comparável aos dois tipos de PCR 

empregados neste estudo, a hibridização in situ é uma técnica que apresenta várias características 

positivas. Outras técnicas de biologia molecular, como a PCR, permitem a detecção de mRNA ou 

DNA extraídos de tecidos, mas não permitem observar a distribuição do DNA ou de seus transcritos 

em um tipo de população celular ou em regiões de diferentes tecidos (Silva-Valenzuela et al., 2006).  

Outra questão a ser reforçada é um aspecto positivo da utilização da hibridização in situ rotina 

de um laboratório de patologia. Os tecidos emblocados em parafina têm alta durabilidade e podem 

ser arquivados por longos períodos. Devido à importância desses arquivos mantidos em laboratórios 

de patologia, existe um grande interesse por parte dos patologistas em padronizar a técnica de 

hibridização in situ para utilizá-la na rotina desses laboratórios. Nesse sentido, a mesma mostra-se 

mais interessante que a histopatologia, pois as células afetadas pelo vírus são mais facilmente 

localizadas que nas lâminas coradas com Hematoxilina e Eosina (H.E.), que por sua vez precisam ser 

analisadas por pessoas com bastante experiência.  

Além disso, o diagnóstico por H.E. depende da visualização de lesões, células com corpos de 

inclusão e núcleos hipertrofiados, que ocorrem somente após o vírus ter alcançado um certo nível de 

replicação. Por outro, lado a hibridização in situ pode detectar o vírus em estágios iniciais da infecção, 

mesmo que ainda não sejam observados sinais clínicos da doença (Chang et al., 1996; Poulos et al., 

1994). 

 Tang et al. (2005) em seu estudo com o vírus IMNV, relataram que a hibridização in situ foi 

mais sensível quando comparada com a análise histopatológica; tecidos que não mostravam sinais 

visíveis de infecção por exame das lâminas coradas com H.E., apresentaram resultado positivo de 

infecção quando testados com a sonda específica para IMNV. Assim, a técnica de hibridização in situ 

tem a capacidade de detectar a infecção viral nos estágios iniciais, determinar o nível da infecção e 

identificar os tecidos-alvo.  
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Nos estudos realizados na década de 90, os autores afirmavam que a hibridização in situ era 

um método bastante sensível, uma vez que era capaz de detectar o vírus da mancha branca mesmo 

antes do surgimento dos primeiros sinais clínicos da doença ou da observação dos corpos de 

inclusão intranucleares (Chang et al., 1996; Durand et al., 1996; Wang, C.S. et al., 1998). Na época, 

não havia métodos capazes de quantificar a carga viral, tendo os pesquisadores, apenas como 

parâmetro de comparação, a observação da presença e intensidade dos sinais clínicos. 

Posteriormente, o advento da PCR multiplex permitiu a quantificação da carga viral em função do 

padrão de amplificação frente a plasmídeos recombinantes, contendo quantidades distintas de uma 

dada seqüência do genoma do WSSV, bem como a inclusão de genes constitutivos do hospedeiro 

(Farming IntelliGene Tech. Corp., 2000; Kiatpathonchai et al., 2001). Recentemente, vários métodos 

sensíveis de quantificação da carga viral têm sido desenvolvidos (Durand et al., 2003; Durand e 

Lightner, 2002;). Conseqüentemente, novos estudos acerca da sensibilidade de diversas técnicas têm 

sido publicados, com base nesses novos métodos de quantificação (Shekhar et al., 2006; 

Sritunyalucksana et al., 2006). No entanto, até onde sabemos, não há estudos atuais avaliando a 

sensibilidade da hibridização in situ para WSS, tendo como base de comparação a quantificação da 

carga viral. 

Em suma, os experimentos sugerem que a PCR, principalmente a em Tempo Real, é uma 

técnica de diagnóstico sensível para detectar WSSV em pleópodes infectados. Porém os fatores 

inibidores da PCR devem ser considerados quando da escolha dos tecidos apropriados para extração 

do DNA, de modo a prevenir resultados negativos falsos. Nesse sentido, o Dot Blot e a hibridização in 

situ teriam uma vantagem sobre o PCR, uma vez que permitem o uso desses tecidos que impedem a 

amplificação da seqüência alvo pela Taq DNA Polimerase. Também devido à sensibilidade da PCR e 

a possibilidade de problemas decorrentes de contaminação, positivos falsos podem ser evitados em 

testes de diagnóstico como o Dot Blot e a hibridização in situ. Cada método de diagnóstico possui 

vantagens e desvantagens. Por um lado, cabe ao laboratório de patologia ou de pesquisa estabelecer 

as melhores condições da realização destes métodos, a partir de material coletado apropriadamente. 

Por outro lado, cabe ao responsável técnico da fazenda e aos técnicos responsáveis pela 

fiscalização, conhecer os métodos disponíveis, de modo a poder avaliar qual deles se adequa melhor 

às suas necessidades. A hibridização in situ, associada a outras metodologias, pode contribuir para o 

diagnóstico mais preciso da doença da mancha branca e auxiliar no monitoramento dos cultivos de 

forma mais eficiente. 
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